〔研究ノート〕ヒト腸管上皮細胞モデル(Caco-2)における鉄とアルミニウムの透過性に関する基礎的研究 by 竹山 恵美子 et al.
I.緒 言
2011年 6月 FAO/WHO合同食品添加物専門家
委員会はアルミニウムの暫定的週間摂取許容量を体
重1kgあたり2mgとした2）。2006年に設定した
1mg3）の2倍量になったものの，それ以前の体重
1kgあたり7mg4,5）に比べるとまだアルミニウム
の毒性に対する評価は厳しいと言わざるをえない。
アルミニウムは地殻中に多く含まれるほか，一般
的食品や食品添加物医薬品にも含まれており
6），
日常的に経口摂取および大気を経由して体内に取り
込まれている。日本人の平均的摂取量は1日あたり
3～4mgと推定されているが，場合によっては許容
量をオーバーして摂取されることもある6）。しかし
ながら摂取したアルミニウムがすべて吸収されると
は考えられない。秋山ら1）はトランスジェニックマ
ウスに長期間，塩化アルミニウムを投与したが，そ
の体内蓄積量は低いものであったと報告している。
そこで今回はヒトにおけるアルミニウムの生物学的
利用率を調べることを目標に，まずヒト腸管細胞モ
デルを用いたアルミニウムおよび比較のため鉄
（II）の細胞透過に関する基礎実験を行った。
II.実験方法
1.試薬
塩化鉄（II）四水和物，塩化アルミニウム，塩化
ナトリウムは，いずれも和光純薬工業（株）製の試
薬特級を用いた。原子吸光分析の検量線作成には，
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Aluminium isfoundinlargeamountsintheEarth・scrust,aswelasingeneralfood
items,foodadditivesanddrugs,andistakenintothebodyoralyandviatheaironadaily
basis.Theaveragedailyintakeofaluminium inJapanisestimatedtobe3to4mg,butitis
thoughtthatnotalingestedaluminium isabsorbed.Akiyamaetal.1）havereportedthatthey
administeredaluminium chloridetotransgenicmiceforlongperiodsoftimeandfoundthat
theaccumulation waslow.In thisstudy,in orderto investigatethebioavailability of
aluminium in humans,weperformed cel permeability assaysofiron（II）chlorideand
aluminium chlorideusingthehumanintestinalepithelialcellineCaco-2.
Inthecaseofiron（II）chloride,1.3to3.2％ ofironpermeated,andinthecaseof
aluminium chloride,less than 1％ ofaluminium permeated,thus confirming thatthe
absorptionofaluminium islowerthanthatofiron.
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鉄，アルミニウムともに，各々1000ppm（硝酸0.2
mol/L）の原子吸光分析用標準溶液，測定用の硝酸
および硝酸アンモニウムは原子吸光分析用のいずれ
も関東化学（株）製を用いた。
培地は MEM 培地（Minimum EssentialMedium
EAGLE,SIGMA）（10％ 子牛血清，1％GPS入り），
PBS（PhosphateBufferedSaline（pH7.4））はGIBCO
製を用いた。トリパンブルーはMERCK社製，ル
シファーイエローは和光純薬（株）製を用いた。
2.細胞
Caco-2細胞:DSファーマバイオメディカル（株）
から入手した，56～82継代のものを用いた。
3.器具および装置
カルチャーインサート（CelCultureInsert0.4・m
poresize,HD（high poredensity）PET track-etched
membrane,6-wel,FALCON）
多元素同時分析原子吸光分光光度計（HITACHI
Z-9000，（株）日立製作所製）
ホローカソードランプ HLA-4S型 AlFeラ
ンプ（日立計測器サービス（株））
4.操作方法
1） 細胞培養7）
MEM培地により37℃，CO2濃度5％のインキ
ュベーターで培養したCaco-2細胞4×105cel/mL
を2mLずつ，6-welのカルチャーインサートに播
種し，14日後に透過実験を行った。なお，フラス
コおよびプレートの培地交換は2～3日に1回行い，
また，細胞の単層形成はルシファーイエローの透過
率により確認した8～10）。
2） 細胞の生存率の確認11）
試料溶液による細胞への影響を確認するために，
トリパンブルーを用いて細胞の生死判定を行った。
遠心分離により集めた細胞を試料溶液に3時間浸漬
したものを，0.5％トリパンブルー溶液で染色後，
全細胞数と青色に染色した死亡細胞数から細胞の生
存率を求めた。
3） 鉄とアルミニウムの細胞透過実験および測定
培地を取り除き，鉄透過実験用には濃度を4/15
に希釈したPBS（PBS:純水＝4:11），アルミニウム
透過実験用には0.9％生理食塩水を基本溶液とし，
プレートおよびインサートを各々3回洗浄後，プレ
ート側に基本溶液を3mLずつ入れた。インサート
側には1×10－5,2×10－5,3×10－5mol/Lの塩化鉄
（II）溶液もしくは2×10－4,4×10－4,6×10－4,8×
10－4mol/Lの塩化アルミニウム溶液を各々2.5mL
添加し，3時間，37℃，CO2インキュベーター中で
静置し透過させた。
その後，インサートを静かに取り出し，各下受け
のプレート（wel）にピぺットで 0.01mol/L-硝酸
水溶液を2滴ずつ加え，沈殿した金属を溶解させた。
この溶液を試験管に採取後，硝酸アンモニウム溶液
と0.01mol/L-硝酸水溶液を加えたのち，鉄または
アルミニウム量を原子吸光光度計で測定した。なお，
金属が器具や超純水に残留している可能性を考え，
金属溶液の代わりに基本溶液を用いて同様の操作を
行ったものをブランク値とした。これらの値から，
透過液中の鉄とアルミニウムの透過量（mol）およ
び透過率（％）を算出した。
金属の測定はTable1の条件で行った。
なお，得られた結果は平均値±SDで示し，有意
差検定はSPSSを用いTukeyの多重比較または，
t-testにより行った。有意水準は5％とした。
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Table1 Temperatureconditionforatomic
absorptionphotometry
Temperature
Time（sec.）
Start（℃） End（℃）
Fe
Dry 80 120 30
Ash 630 630 30
Atom 2700 2700 10
Clean 3000 3000 3
Al
Dry 80 120 30
Ash 710 710 30
Atom 3000 3000 10
Clean 3000 3000 3
Sample:20・lperoccurrence
Carriergas:200ml/min.
Wavelength:Fe248.3nm,Al309.4nm
III.結果および考察
培養細胞については実験前日にルシファーイエロ
ーを用い透過率を測定した。透過率が0.3～2％未
満で，単層膜形成が充分であることを確認した10）。
Fig.1にCaco-2単層細胞に塩化鉄（II）を添加
したときの透過量を示した。透過量は鉄の生理的濃
度 5～500nmolを参考に，2.5×10－8mol，5.0×
10－8mol，7.5×10－8molの 3段階とした。いずれ
の濃度の塩化鉄を添加しても細胞が100％生存して
いることは，トリパンブルーを用いて確認した。鉄
（II）の透過量は 2.5×10－8molより 5.0×10－8mol
の方が高くなったが，7.5×10－8molの濃度にして
も透過量は増加しなかった。なお，塩化鉄は溶解し
にくく，これ以上濃度を上げることはできなかった。
Fig.2に塩化鉄の透過率を示した。2.5×10－8mol
の濃度で 3.2％，5.0×10－8molで 2.25％，7.5×
10－8molで1.3％と透過率は低下した。鉄はDMT
（divalentmetaltransporter）1によって小腸上皮細
胞の刷子縁膜から取り込まれる12,13）。実際のヒト
における鉄の吸収には種々の食品成分が存在するた
め，単純に比較することはできないが，今回の実験
範囲では濃度による透過量への影響はほとんど認め
られなかった。一般に非ヘム鉄の鉄吸収は5％以下
と考えられているが，今回のinvitroの細胞実験
では透過率が 1.3～3.2％ であり，いずれも 5％ 未
満であった。なお，今回は細胞内の金属の測定は行
わなかった。
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Fig.1 AmountsofpermeatingFeinthehumanintestinalepithelial
cellineCaco-2afterapplicationofiron（II）chloride
Multiplecomparison（Tukey）:*p＜0.05
Fig.2 PercentageofpermeatingFeinthehumanintestinalepithelial
cellineCaco-2afterapplicationofiron（II）chloride
Multiplecomparison（Tukey）:*p＜0.05
Fig.3に塩化アルミニウムの透過量を示した。ア
ルミニウムの添加量は鉄より1ケタ高い濃度になっ
ているが，アルミニウムは透過量が少なく，十分な
再現性が得られなかったため今回はこの濃度での比
較となった。アルミニウムの場合4段階の濃度の実
験を行ったが，15×10－7mol，20×10－7molの塩化
アルミニウムを添加すると細胞の生存率は80％以
下になった。よって細胞が十分生存できる5.0×10－7
mol，10×10－7molの2段階のみの比較とした。ア
ルミニウム濃度が2倍になっても透過量は微量増加
しただけで，両者に有意差は認められなかった。
Fig.4にCaco-2細胞への塩化アルミニウムの透
過率を示した。5.0×10－7molが1％で，その2倍
の10×10－7molにしても透過率はその半分程度で
あった。両者とも透過率は1％未満であり，鉄と同
様アルミニウムの吸収も他の食品成分等が共存した
場合影響を受けるため14～16），単純な比較はできな
いが，アルミニウムの吸収率は鉄の1/3未満であ
る可能性が示唆された。なお，アルミニウムに関し
ても細胞内に残存している可能性があるが，その分
のアルミニウムは測定しなかった。
鉄の摂取推奨量は6～10mg，アルミニウムの平
均的摂取量は3～4mgで，鉄の約半分量かそれ未
満のアルミニウムを毎日摂取していることになる。
一方体内での蓄積量は鉄が4000mg前後，アルミ
ニウムは桜井17）によると体重60kgで50mg程度
と推測されている。日々の摂取に対して体内蓄積量
が少ないのは，アルミニウムの吸収率が鉄よりかな
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Fig.3 AmountsofpermeatingAlinthehumanintestinalepithelial
cellineCaco-2afterapplicationofaluminium chloride
Significantdifferencebetween5×10－7moland10×10－7molbyt-test
ns:notsignificant
Fig.4 PercentageofpermeatingAlinthehumanintestinalepithelial
cellineCaco-2afterapplicationofaluminium chloride
Significantdifferencebetween5×10－7moland10×10－7molbyt-test
ns:notsignificant
り低いことが大きな要因のひとつであると考えられ
る。なおアルミニウムの吸収のメカニズムはまだよ
くわかっていない。一説によると鉄のトランスポー
ターを使用していると考えられている18,19）。した
がって鉄とアルミニウムが共存したとき，互いに吸
収率に影響を及ぼす可能性があるが，この件につい
ては引き続き検討したい。
今回鉄とアルミニウムを溶解する溶媒を鉄は
4/15に希釈したPBS溶液，アルミニウムは0.9％
生理食塩水としたが，現在，鉄およびアルミニウム
の両方に適した緩衝溶液を見出し，かつ塩化鉄およ
び塩化アルミニウムに代わる化合物を用いて実験を
行っている。まだ発表する段階にはないが，透過量
および透過率が少し異なるものの，塩化鉄塩化ア
ルミニウムと類似の傾向を認めている。次回までに
まとめて発表したい。
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